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Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase unter Reduzierung von Ha- 
5 moglobin-Storungen durch das Rate-Blank-Verfahren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phos- 
phatase in einer Probe durch optische Messung, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
zur Beseitigung von Hamoglobin-Storungen eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm 
1 0 in Kombination mit dem Rate-Blank-Verfahren verwendet, eine Methode zur Beseitigung 
von Storungen durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel, sowie die Verwendung der 
Kombination einer HauptmeBwellenlange mit dem Rate-Blank-Verfahren zur Beseitigung 
von Storungen durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel. 




1 5 Es ist bekannt, daB durch Hamolyse diagnostische Verfahren zur Bestimmung von Analy- 
ten teilweise erheblich gestort werden. Unter Hamolyse wird jegliche Zerstorung von 
Erythrocyten beispielsweise durch mechanische, osmotische, chemische oder enzymatische 
Einwirkung auf die Zellmembran der Erythrocyten verstanden. Infolge der Hamolyse tritt 
der Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) aus und ist aus einer Probe nicht mehr zu entfernen. 

20 Problematisch ist die Anwesenheit von Hamoglobin zum einen aufgrund des mit den 

Spektren der nachzuweisenden Substanzen und Indikatoren (Chromogenen) zum Teil er- 
heblich uberlappenden Absorptionsspektrums von Hamoglobin, wodurch es zu Fehlmes- 
sungen in photometrischen Tests kommen kann. Zum anderen kann Hamoglobin auch mit 
Probenbestandteilen chemisch reagieren, wodurch ebenfalls Substanzen entstehen, die 

25 Fehlmessungen erzeugen konnen. 

In letzter Zeit sind fur Therapiezwecke beispielsweise nach hohem Blutverlust immer hau- 
figer Blutersatzmittel im Einsatz, die auf Basis von Hamoglobin hergestellt werden. Das 
Hamoglobin in Blutersatzmitteln kann nativer, oder synthetischer Natur sein. Oftmals wer- 
30 den auch Hb-analoge Verbindungen eingesetzt. Im Gegensatz zur Hamolyse, bei der im 

allgemeinen ein Hamoglobingehalt von bis zu 500 mg/dl auftritt, ist bei einer Therapie mit 



t 



Blutersatzmitteln mit einem Hb-Gehalt im Blutserum bzw. -plasma von mehr als 2000 

mg/dl zu rechnen. Storungen in Proben. die Blutersatzmiftftl enthalt^n ^ fater oft mals 

wesentlich ausgepragter als in hamolytischen Proben, da das Hamoglobin oder das synthe- 
tische Analogon von vornherein in freier Form vorliegt. 

5 

Besonders gravierend ist der Storeinflufi von freiem Hamoglobin bei der photometrischen 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase. Bei der Bestimmung der alkalischen Phospha- 
tase wird die Bildung von 4-Nitrophenol bei 405 bis 415 nm gemessen (Extinktionszu- 
nahme). Hamoglobin absorbiert ebenfalls bei 415 nm. In Gegenwart von Hamoglobin wird 
1 0 die Bestimmung der alkalischen Phosphatase in zweierlei Hinsicht gestort: Zum einen an- 
dert sich im alkalischen Milieu das Hb-Spektrum zeitabhangig (Extinktionsabnahme), zum 
anderen wird ab einem bestimmten Hb-Gehalt die Photometergrenze des Mefigerates 
erreicht. 

1 5 Zur Beseitigung spektraler und chemischer Einflusse von Hamoglobin auf die Analyse von 
Serum- oder Plasmaproben sind im Stand der Technik unterschiedliche Verfahren publi- 
ziert. 




Jay und Provasek beschreiben in Clin Chem 39/9, 1804-1810 (1993), daB die Hamoglobin- 
20 stoning bei der Bestimmung von alkalischer Phosphatase durch eine zeitabhangige Ande- 
rung des Hb-Spektrums verursacht wird. Diese Stoning kann durch mathematische Kor- 
rekturalgorithmen (Bestimmung der Hb-Konzentration in der Probe und Korrektur des ge- 
messenen Wertes fur alkalische Phosphatase urn einen bestimmten Betrag, der der gemes- 
senen Hb-Menge Equivalent ist) beseitigt werden. 



25 



Die von Jay und Provasek erwahnte mathematische Korrektur beseitigt zwar den Hb-Ein- 
fluB bis mindestens 800 mg/dl Hb, ist jedoch wenig anwenderfreundlich, da sie eine zu- 
satzliche Messung des Hb-Gehaltes voraussetzt und anschlieBend noch einen mathemati- 
schen Korrekturschritt erfordert. 




3 

Jay und Provasek (supra) beschreiben eine weitere Methode zur Entstorung durch soge- 
nannte Rate-Blank-Messung. Die Korrektur von Hamolyse-Storungen durch Rate-Blank- 
Messungen ist auch in der EP-A-0 695 805 beschrieben. Hier wird vor der eigentlichen 
photometrischen Bestimmung einer in der Probe enthaltenen Komponente die Probe einer 
5 Vorreaktion unterworfen, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird. Der nach- 
folgend erhaltene MeBwert wird dann korrigiert um einen Wert, der durch {Correlation des 
Hamolysegrades mit dem MeBfehlerbeitrag von storenden Komponenten ermittelt wurde. 

Durch Rate-Blank-Messungen kann die Hb-Storung beseitigt werden, allerdings nur bis zu 
1 0 einem Hb-Gehalt von ca. 1200 mg/dl, da bei hoherem Hb-Gehalt die Photometergrenze 
erreicht wird. Dies kann zwar ausreichend fur die Beseitigung von Hamolysestorungen 
sein, ist jedoch keinesfalls ausreichend fur die Beseitigung von Blutersatzmittel-Storungen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Beseitigung von Hamoglobinstorungen wurde fur die Be- 
15 stimmung von Albumin publiziert (PCT-Anmeldung WO 97/45728), wo durch spezielle 
Kombinationen von Haupt- und Nebenwellenlangen eine Beseitigung von Hamoglobin- 
storungen erzielt werden konnte. Die hier genannten Wellenlangenkombinationen konnen 
jedoch nicht fur die Bestimmung der alkalischen Phosphatase verwendet werden, da bei 
diesen Wellenlangen kein MeBsignal mehr fur 4-Nitrophenol erhalten wird. 

20 

Die Offenlegungsschrift WO 97/45733 beschreibt, daB mit den Nebenwellenlangen 546 
und 570 nm bei einzelnen UV-Tests die Storungen durch Hamoglobin beseitigt werden 
konnen. Dieses Verfahren ist jedoch nur auf enzymatische UV-Tests mit einer Haupt- 
meBwellenlange von 340 nm anwendbar. Wahrend hierbei eine vollstandige Hb-Entstorung 
25 allein durch die Nebenwellenlangen 546 bzw. 570 nm erreicht werden kann, ist dies im 
Fall von enzymatischen Farbtests wie beispielsweise zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase, bei denen die HauptmeBwellenlange im Bereich von 415 nm liegt, nicht 
moglich. 

30 Im US-Patent 5,766,872 wird erwahnt, daB bei der Amylase-Bestimmung die Nebenwel- 
lenlange von 577 nm zu einer Verringerung der Hamolysestorung fuhrt. Aus den ange- 




ftihrten Mefldaten ist jedoch zu erkennen, daB bereits bei einem Hb-Gehalt von 500 mg/dl 
eine signifikante Meflwertabweichung von bis zu 8 % vorliegt. Das reicht zwar fur die 
Hamolyse-Entstorung, doch ist aufgrund der verwendeten HauptmeBwellenlange von ca. 
415 run zu erwarten, daB bei hoherem Hb-Gehalt (wie er bei einer Therapie mit Bluter- 
5 satzmitteln auftritt) diese MeBwertabweichung ebenfalls groBer wird und eine ausreichende 
Hb-Entstorung dann nicht mehr gegeben ist. 

Im Stand der Technik ist kein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase be- 
kannt, das auch in Anwesenheit von hohen Hb-Konzentrationen, wie sie beispielsweise in 
10 Blutersatzmittel enthaltenden Proben vorkommen, storungsfrei durchgefuhrt werden kann. 

Aufgabe war es daher, ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase in einer Probe zu entwickeln, das die Nachteile des Standes der Technik weitge- 
hend uberwindet. Insbesondere sollte ein einfaches und anwenderfreundliches Verfahren 
1 5 zur Beseitigung von Storungen durch Hamoglobin und auf Hamoglobin basierenden 

Blutersatzmitteln bei der Bestimmung der alkalischen Phosphatase bereit gestellt werden. 

Gelost wird die Aufgabe durch das in den Anspruchen naher definierte Verfahren zur Be- 
stimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung. Das Ver- 
20 fahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 + 10 nm 
in Kombination mit dem Rate-Blank- Verfahren verwendet. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafi eine effektive Hb-Entstorung fur die Be- 
stimmung der alkalischen Phosphatase dann moglich ist, wenn zum einen die Hauptwel- 
25 lenlange geandert wird und zum anderen das Rate-Blank-Verfahren angewendet wird. Fiir 
eine zufriedenstellende Hb-Entstorung ist es nicht ausreichend, nur die Hauptwellenlange 
zu andern oder nur das Rate-Blank-Verfahren anzuwenden. 

Aufgrund des Absorptionsspektrums von 4-Nitrophenol kann die alkalische Phosphatase 
30 nicht nur bei 415 nm gemessen werden, sondern auch bei 450 ± 10 nm. Zwar befindet sich 
damit die HauptmeBwellenlange nicht im ublicherweise verwendeten Absorptionsmaxi- 



mum der Nachweisreaktion, sondern an dessen Flanke, aber das erhaltene Meflsignal ist 
dennoch ausreichend fur die exakte Bestimmung der alkalischen Phosphatase. 



Bereits durch Wahl der neuen Hauptmeflwellenlange 450 ± 10 nm kommt es zu einer 
5 leichten Verringerung der Hamoglobin-Storung, aber eine vollstandige Entstorung erhalt 
man uberraschenderweise erst durch die Kombination der Hauptwellenlange 450 ± 10 nm 
mit dem Rate-Blank- Verfahren. 

Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es erstmals auf einfache Weise moglich, 
^■^^ 1 0 die durch Hamoglobin bzw. Hb-analoge Verbindungen verursachten Storungen bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase bis zu einem Hb-Gehalt von mind. 3000 mg/dl 
zu beseitigen. Die Obergrenze zur Beseitigung der Hb-Storungen liegt bei der durch die 
Leistungsfahigkeit des verwendeten Photometers bestimmten Grenze. Bis zu 6500 mg/dl 
Hamoglobin-Gehalt ist daher eine gute Entstorung durch das erfindungsgemafie Verfahren 
1 5 denkbar. 

Im Sinne der Erfindung wird beim Rate-Blank- Verfahren vor der eigentlichen photometri- 
schen Bestimmung einer in der Probe enthaltenen Komponente die Probe einer Vor- 
reaktion unterworfen, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird. Der nachfol- 
J^^^^ 20 gend erhaltene Meflwert der zu bestimmenden Komponente wird dann um einen Wert kor- 
rigiert, der durch Korrelation des Hamolysegrades mit dem MeBfehlerbeitrag von storen- 
den Komponenten ermittelt wurde. Das Rate-Blank- Verfahren an sich zur Korrektur von 
Hamolyse-Storungen ist beispielsweise in der EP-A-0 695 805 und bei Jay und Provasek in 
Clin Chem 39/9, 1804-1810 (1993), beschrieben. 

25 

Die fur das Rate-Blank- Verfahren verwendete Nebenmeflwellenlange ist fur die Erfindung 
unerheblich. Auch die Lange des zeitlichen MeBfensters fur die Vorreaktion und die 
Hauptreaktion ist nicht entscheidend. Als geeignet hat es sich erwiesen, die Extinktionsan- 
derungen der Vor- und Hauptreaktion iiber einen Zeitraum von 1 bis 4 Minuten zu messen. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Bestimmung beliebiger Proben, in denen 
freies Hamoglobin vorliegt. Der Begriff "freies Hamoglobin" im Sinne der Erfindung wird 
in Abgrenzung zu solchem Hamoglobin verwendet, das in intakten Erythrocyten enthalten 
ist. Beispiele fur Proben, die freies Hamoglobin enthalten, sind hamolytische Serum- oder 
Plasmaproben oder Proben, die Blutersatzmittel enthalten. Beispiele fur Blutersatzmittel, 
die im Sinne der vorliegenden Erfindung unter den Begriff "freies Hamoglobin" fallen, 
sind derivatisierte, polymerisierte, modifizierte oder quervernetzte Derivate von Hamoglo- 
binen, insbesondere von Humanhamoglobin oder Rinderhamoglobin, z. B. DCL-Hamoglo- 
bin (Diaspirin-crosslinked Hamoglobin), sowie rekombinant hergestelltes Hamoglobin. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist eine Methode zur Beseitigung von Storungen, 
die durch freies Hamoglobin hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung 
von alkalischer Phosphatase. Die Methode ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm in Kombination mit dem Rate-Blank- Verfahren 
verwendet. 




20 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer HauptmeBwellenlange 
von 450 ± 10 nm in Kombination mit dem Rate-Blank- Verfahren zur Beseitigung von Sto- 
rungen durch freies Hamoglobin oder durch auf Hamoglobinbasis hergestellte Blutersatz- 
mittel in einem Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 

Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung weiter. 



25 Beispiel 

a) Herstellung der Hamoglobin haltigen Proben 

Ein Teil eines Serumpools wurde mit einer Hb-haltigen Losung derart versetzt, daB ein Hb- 
Gehalt von mindestens 3000 mg/dl erreicht wurde. Ein anderer gleichgrofler Teil desselben 
30 Serumpools wurde mit der aquivalenten Menge NaCl-Losung (154 mmol/1) versetzt. Beide 
Teile wurden anschlieBend in unterschiedlichem Verhaltnis derart miteinander vermischt, 



daB eine Hb-Konzentrationsreihe aus 1 1 Proben erhalten wird, deren niedrigste Probe kein 
Hb und deren hochste Probe mindestens 3000 mg/dl Hb enthalt. 



5 b) Bestimmung der alkalischen Phosphatase nach der SFBC-Methode 

Bestimmung nach Empfehlungen der Societe Fran9aise de Biologie Clinique gemafi Ann. 
Biol. Clin. Vol 35 5 271 (1977) 

V^^^ 10 Die Bestimmung wurde der alkalischen Phosphatase wurde an einem Boehringer 
^^^P Mannheim/Hitachi 9 1 1 -Analy sengerat durchgefuhrt. 

Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1: 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer, pH 10,5; 
15 1,03 mmol/1 Magnesiumaspartat 

Reagenz 2: 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer ? pH 10,5; 

1,03 mmol/1 Magnesiumaspartat; 98 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 
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Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 1 1 |il Probe wurden 250 fil Reagenz 1 und nach 5 
min 50 ul Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte fur die Vergleichs- 
messungen nach einer Dauer von weiteren 50 sec, wobei die Extinktionsanderung wahrend 
der nachfolgenden 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
HauptmeBwellenlangen (X x ) und NebenmeBwellenlangen (A, 2 ) verwendet: X X IX 2 = 415/660 
run (bisherige Gerateeinstellung), 415/570 nm und 450/660 nm (Vergleich). Als weiterer 
Vergleich wurde die Bestimmung der alkalischen Phosphatase nach der von Jay und Pro- 
vasek erwahnten Rate-Blank-Messung durchgefuhrt (als "415/660 nm RB" bezeichnet). 

Bei der Erfindung wurde fiir die Analytbestimmung die Meflwellenlangenkombination 
X X IX 2 = 450/660 nm verwendet. Fiir die Rate-Blank-Messung wurde die Extinktionsande- 
rung der Vorreaktion in der Zeit von 3,0-4,9 min nach Zugabe von Reagenz 1 zur Probe 
und die Extinktionsanderung der Hauptreaktion in der Zeit von 7,9 - 9,8 min nach Zugabe 
von Reagenz 1 zur Probe gemessen. Dies entspricht am Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1 
Analysengerat den MeBpunkten [10] - [16] und [25] - [31]. Das Ergebnis ist in der als 
"450/660 nm RB" bezeichneten Spalte aufgefuhrt. 




Die Ergebnisse der erfindungsgemaBen Messung sowie der Vergleichsmessungen sind in 
der nachfolgenden Tabelle 1 gezeigt. Es ist zu erkennen, daB bei Verwendung der erfin- 
20 dungsgemaBen Kombination der neuen Hauptmeflwellenlange von 450 nm mit dem Rate- 
Blank- Verfahren die Stoning durch Hb-haltige Blutersatzmittel im Vergleich zu den ande- 
ren MeBwellenlangenkombinationen bzw. zur Rate-Blank-Messung bei 415 nm 
Hauptwellenlange drastisch reduziert wird. 



Tabelle 1 

Gemessener Gehalt an Alkalischer Phosphatase he.\ ^7°r in TT/1 



Hb-Gehalt* 
[mg/dl] 


415/660 nm 


415/570 nm 


450/660 nm 


415/660 nm 
RB 


450/660 nm 
RB 


0 


42 


42 


42 


42 


42 


300 


32 


32 


35 


44 


43 


600 


22 


24 


29 


46 


44 


900 


14 


16 


24 


46 


46 


1200 


8 


11 


22 


44 


45 


1500 


3 


7 


19 


5 


47 


1800 


-2 


2 


17 


0 


47 


2100 


-2 


3 


17 


0 


48 


2400 


-2 


3 


15 


1 


50 


2700 


-1 




16 


0 


49 


3000 


-2 


3 


19 


1 


51 



* hier wurde ein vernetztes Hamoglobin eingesetzt 
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Patentanspriiche 



1 . Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische 
Messung dadurch gekennzeichnet, dafi man eine Hauptmefiwellenlange von 450+ 10 
nm in Kombination mit dem Rate-Blank- Verfahren verwendet. 
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2. Verfaliren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bestimmung in einer 
Serum- oder Plasmaprobe durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet, dafi 
man eine Probe bestimmt, die freies Hamoglobin oder ein auf Hamoglobinbasis herge- 
stelltes Blutersatzmittel enthalt. 



1 5 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi 

das Blutersatzmittel ein derivatisiertes, modifiziertes oder quervernetztes Humanhamo- 
globin oder Rinderhamoglobin oder rekombinant hergestelltes Hamoglobin ist. 




5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
20 die Probe einen Hamoglobingehalt bis zu 6500 mg/dl aufweist. 

6. Methode zur Beseitigung von Storungen, die durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
satzmittel hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase dadurch gekennzeichnet, dafi man eine Hauptmefiwellenlange von 450 ± 

25 10 nm in Kombination mit dem Rate-Blank-Verfahren verwendet. 



30 



7. Verwendung einer Hauptmefiwellenlange von 450 ± 10 nm in Kombination mit dem 
Rate-Blank-Verfahren zur Beseitigung von Storungen durch freies Hamoglobin oder 
Blutersatzmittel in einem Verfaliren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 
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Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer 
Probe durch optische Messung, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man zur Beseitigung 
5 von Hamoglobin-Storungen eine Hauptmefiwellenlange von 450 ±10 nm in Kombination 
mit dem Rate-Blank- Verfahren verwendet, eine Methode zur Beseitigung von Storungen 
durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel, sowie die Verwendung der Kombination 
einer Hauptmeflwellenlange mit dem Rate-Blank- Verfahren zur Beseitigung von Storungen 
durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel bei der Bestimmung von alkalischer Phos- 

10 



